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Nghiên cứu tăng cường khả năng sinh astaxanthin ở nấm men Rhodosporidium toruloides 
sử dụng tác nhân gây đột biến benomyl và đánh giá hoạt tính bắt gốc tự do ABTS của astaxanthin
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Tóm tắt:

Astaxanthin là một xanthophyll carotenoid, có giá trị về mặt kinh tế khi được dùng làm chất tạo màu trong thực 
phẩm cũng như ứng dụng trong y dược. Nghiên cứu này sử dụng tác nhân ngẫu nhiên là chất diệt nấm benomyl 
để tăng cường sinh tổng hợp astaxanthin từ chủng nấm men Rhodosporidium toruloides. Benomyl đã cho hiệu quả 
gây đột biến tăng cường sinh astaxanthin ở các nồng độ thử nghiệm. Trong số các chủng đột biến được sàng lọc, 
chủng nấm men đã đột biến B18 (1138,51 µg/l) cho khả năng tích luỹ astaxanthin cao hơn 3,1 lần so với chủng bố 
mẹ. Chủng B18 có thời gian pha lag ngắn khoảng 5 giờ nuôi cấy và đi vào pha cân bằng sau 33 giờ, kéo dài trong  30 
giờ và vào pha suy tàn sau 63 giờ lên men. Sau 96 giờ lên men là thời điểm hàm lượng astaxanthin tích lũy cao nhất, 
đạt 1138 µg/l. Kết quả thể hiện cao chiết astaxanthin thu được từ chủng B18 đột biến có khả năng dập tắt gốc tự do 
2,2′-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) (IC50=8,531 µg/ml) cao gấp 6,2 lần so với vitamin E. 
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Abstract:

Astaxanthin is a xanthophyll carotenoid and it has economic value when it has been used as a colorant in food 
as well as when applied in medicine. This work aimed to attain Rhodosporidium toruloides mutants for enhanced 
astaxanthin accumulation using a benomyl agent. Benomyl treatment was shown to be efficient at different 
investigated concentrations for enhanced astaxanthin production of yeast. Among the screened mutants, B18 (1138.51 
µg/l astaxanthin content) exhibited the highest astaxanthin production which was 3.1 times higher than that of the 
wild type. Mutant strain B18 consists of four phases including a lag phase of about 5 hours, 33 hours of log phase, 
30 hours of stationary phase and a death phase after 63 hours of inoculation. The highest accumulated astaxanthin 
was 1138 µg/l after 96 hours of inoculation. The results showed that the scavenging capacity of 2,2′-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) - ABTS free radicals from the crude extract of astaxanthin from mutant strain 
B18 with IC50=8.531 µg/ml was 6.2 times higher than that of vitamin E. 
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1. Đặt vấn đề

Astaxanthin là một sắc tố màu đỏ cam, thuộc nhóm 
xanthophyll carotenoid và được sinh tổng hợp bởi nhiều loại 
vi tảo, vi khuẩn và nấm, cũng như tích lũy trong các sinh vật 
biển như cá hồi, tôm, cua và nhuyễn thể [1]. Astaxanthin 
được sử dụng nhiều để làm thức ăn nuôi cá và động vật 
giáp xác, loại astaxanthin này thường được tổng hợp hoá 
học hoặc sử dụng công nghệ sinh học để tạo ra [2]. Tuy 
nhiên, astaxanthin từ nguồn tự nhiên được ưa chuộng hơn 
vì mang tính an toàn cao hơn khi ứng dụng làm chất phụ 
gia thực phẩm, đồng thời tăng khả năng hấp phụ của động 
vật chủ [3]. Gần đây ứng dụng của astaxanthin trong các 
ngành dược lý và y học đang nhận được nhiều sự quan tâm, 
nhờ vào hoạt tính sinh học tiềm năng của hợp chất bao gồm 
kháng ôxy hóa mạnh, kháng viêm, ngăn ngừa tiểu đường, 
ngăn các bệnh về tim mạch, chống ung thư... [4, 5]. 

Vi tảo Haematococcus pluvialis, hay còn gọi là vi tảo 
xanh, là nguồn thu nhận chính của astaxanthin phục vụ tiêu 
dùng của con người và có tiềm năng lớn nhất về cung cấp 
astaxanthin trong các nguồn được đề xuất [6]. Astaxanthin 
cũng được tìm thấy trong nấm men Xanthophyllomyces 
dendrorhous (tên gọi trước đây là Phaffia rhodozyma), trong 
thực vật, một số loại nấm Chlorococcum sp., Chlorella 
zofingiensis và vi khuẩn biển Agrobacterium aurantiacum 
[7, 8]. Hiện nay, nhu cầu sử dụng astaxanthin trong các 
ngành công nghiệp khác nhau như nuôi trồng thủy sản, mỹ 
phẩm, thực phẩm, dinh dưỡng và dược phẩm ngày càng tăng 
cao. Tuy nhiên các loài vi sinh vật kể trên đều có những hạn 
chế nhất định trong ứng dụng công nghiệp như đòi hỏi chi 
phí cao kỹ thuật nuôi cấy và tăng trưởng chậm của tế bào. 
R. toruloides là nấm men có thể dùng lignocellulose làm cơ 
chất để lên men và có khả năng sinh tổng hợp carotenoid [7, 
8]. Nấm men R. toruloides được công bố là đối tượng sinh 
carotenoid nhiều tiềm năng do có thể sử dụng các nguồn 
carbon phế phẩm như lignocellulose để sinh trưởng và phát 
triển nhanh [6, 9]. Nhưng chủng R. toruloides hoang dại lại 
bị hạn chế trong ứng dụng ở quy mô công nghiệp do cho 
hàm lượng tích lũy astaxanthin thấp. Vì vậy việc nghiên cứu 
tạo chủng đột biến tăng cường sinh tổng hợp astaxanthin 
của chủng R. toruloides có ý nghĩa khoa học và thực tiễn 
cao. 

Trong phạm vi nghiên cứu này, benomyl được sử dụng là 
tác nhân để gây đột biến trên chủng nấm men R. toruloides 
nhằm thu nhận và sàng lọc chủng đột biến tăng sinh tổng 
hợp astaxanthin so với chủng R. toruloides ban đầu được 
phân lập từ D.N. Ngo và cs (2014) [10]. Ngoài ra, cao chiết 
thô astaxanthin cũng được thử nghiệm hoạt tính kháng 
ôxy hóa bằng phương pháp bắt gốc tự do 2,2′-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid).

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu 

Nấm men R. toruloides chủng gốc được phân lập từ D.N. 
Ngo và cs (2014) [10], giống được lưu trữ trong glycerol 
20% ở nhiệt độ -80oC tại Phòng thí nghiệm Bộ môn Sinh 
hóa, Khoa Sinh học - Công nghệ Sinh học, Trường Đại học 
Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia TP Hồ Chí Minh. 
Các chủng nấm men đột biến được thu nhận, sàng lọc và lựa 
chọn ngẫu nhiên dựa trên màu sắc của khuẩn lạc so với màu 
sắc của chủng nấm men phân lập ban đầu. 

Môi trường Hansen lỏng dùng để nuôi cấy và nhân 
giống  R. toruloides có pH 6 và gồm các thành phần: 50 g/l 
glucose, 10 g/l peptone, 3 g/l KH2PO4 và 3 g/l MgSO4. Tỷ lệ 
giống bổ sung là 5% ở mỗi lần nhân giống 100 ml, nuôi cấy 
lắc 200 vòng/phút ở nhiệt độ phòng (30±1oC) trong 96 giờ.

2.2. Sàng lọc và tuyển chọn chủng nấm men 
Rhodosporidium toruloides đột biến bằng tác nhân 
benomyl

Tiến hành nuôi cấy nấm men đến mật độ tế bào khoảng 
108 tế bào/ml rồi xử lý với benomyl gây đột biến [11]. Dịch 
huyền phù tế bào (1 ml) được ủ với benomyl ở các nồng 
độ khác nhau: 5; 2; 1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 và 0,005 mg/
ml, vortex nhẹ, sau đó ủ lắc trong 60 phút. Dịch huyền phù 
tế bào sau xử lý với tác nhân benomyl (100 µl) được pha 
loãng ở nồng độ 10-3 và cấy trang trên đĩa có môi trường 
thạch Hansen và ủ ở nhiệt độ 30±1oC trong thời gian 7 ngày 
(điều kiện tránh sáng). Đếm số lượng khuẩn lạc mọc trên 
các đĩa petri để tính toán tỷ lệ sống của tế bào nấm men sau 
xử lý với benomyl. Chọn lọc những khuẩn lạc nấm men có 
màu sắc thay đổi so với chủng gốc theo hướng tăng sắc tố 
đỏ hoặc cam, sau đó nuôi cấy trên môi trường lỏng Hansen 
trong 96 giờ ở nhiệt độ 30±1oC, lắc 200 vòng/phút rồi đem 
đi xác định hàm lượng astaxanthin và sinh khối tế bào.

2.3. Xác định đường cong tăng trưởng và thời điểm thu 
nhận astaxanthin thích hợp của chủng nấm men đột biến

Đồ thị tương quan tuyến tính được xây dựng dựa trên giá 
trị mật độ quang ở bước sóng 610 nm (OD610nm) và log N/ml 
mật độ tế bào nấm men [12]. Huyền phù nấm men được tiến 
hành pha loãng thành các dung dịch có độ đục đo ở OD610 nm 
theo một dãy các giá trị từ 0,1 đến 1,0 với độ tăng là 0,1. Từ 
các dung dịch có độ đục như trên, pha loãng và dùng buồng 
đếm hồng cầu để đếm số lượng tế bào nấm men. Tính mật 
độ tế bào (N/ml) và dựng đồ thị đường cong tăng trưởng 
giữa giá trị OD610 nm và log N/ml mật độ tế bào.

Cho vào 100 ml môi trường lỏng Hansen dịch tế bào 
nấm men lỏng và nuôi cấy lắc 200 vòng/phút ở điều kiện 
nhiệt độ 30±1oC. Sinh khối nấm men thu được sau ly tâm 
đem sấy khô đến khối lượng không đổi ở từng giai đoạn 



Khoa học Tự nhiên  /Khoa học sự sống; Khoa học Kỹ thuật và Công nghệ  /Công nghệ sinh học công nghiệp

2166(8) 8.2024

tăng trưởng gồm pha log, cuối pha log, đầu pha ổn định, pha 
ổn định và pha suy vong. Sau đó astaxanthin thu nhận từ sinh 
khối khô được đem đi xác định hàm lượng astaxanthin.

2.4. Xác định tỷ lệ sống sót của tế bào nấm men

Tỷ lệ tế bào nấm men R. toruloides sống sót được tính 
theo công thức sau:

Tỷ lệ sống sót = (CT/CN) × 100    (1)

trong đó, CT là tổng số tế bào đếm được sau khi xử lý với tác 
nhân benomyl; CN là tổng số tế bào đếm được của mẫu đối 
chứng (mẫu không xử lý với tác nhân benomyl).

2.5. Xác định khối lượng sinh khối

Các chủng nấm men R. toruloides đã đột biến bằng benomyl 
được nuôi lắc 200 vòng/phút trong môi trường lỏng Hansen, 
ở nhiệt độ 30±1oC trong thời gian 96 giờ. Sau 96 giờ nuôi cấy, 
sinh khối nấm men được thu nhận bằng cách ly tâm ở tốc độ 
6000 vòng/phút, trong thời gian 7 phút, loại bỏ môi trường 
nuôi cấy. Sinh khối tế bào đem rửa hai lần với nước cất rồi đem 
ly tâm 7 phút với tốc độ 6000 vòng/phút, sinh khối nấm men 
R. toruloides đột biến được sấy ở 60oC đến khi không đổi khối 
lượng. Khối lượng sinh khối nấm men khô được tính theo đơn 
vị g/l và được sử dụng để định lượng astaxanthin [13].

2.6. Tách chiết và xác định hàm lượng astaxanthin 

Phương pháp tách chiết và astaxanthin được xác định 
hàm lượng dựa trên phương pháp của T.J. Fang và cs (1993) 
[14], A. Nagy và cs (1997) [15] và có chỉnh sửa cho phù hợp 
với thí nghiệm. Sinh khối khô đã nghiền nhuyễn rồi cân 0,2 
g cho vào 3 ml DMSO (Dimethyl sulfoxide) ủ ở 55oC trong 
30 phút. Vortex 1 phút, ly tâm trong thời gian 7 phút với tốc 
độ 6000 vòng/phút, thu dịch bên trên chứa DMSO. Chiết với 
aceton vài lần cho đến khi phần lắng không còn sắc tố bằng 
cách cho 5 ml acetone vào phần cặn thu được, vortex rồi ly 
tâm trong thời gian 7 phút với tốc độ 6000 vòng/phút, thu 
dịch bên trên. Dịch chiết aceton được gộp chung với dịch nổi 
chứa DMSO, bổ sung ether dầu hỏa với tỷ lệ 1:2 so với tổng 
dịch chiết, cho thêm 10 ml nước cất, thêm 5 ml NaCl bão 
hòa nếu hỗn dịch không tách pha, thu pha ether dầu hỏa chứa 
sắc tố. Thêm nước với tỷ lệ 1:1 vào dịch chiết sắc tố, bỏ pha 
nước, thu pha ether dầu hỏa là dịch chiết có chứa sắc tố. Thực 
hiện 3-5 lần để loại bỏ dung môi DMSO hoàn toàn. 

Dịch chiết chứa sắc tố được cho bay hơi hoàn toàn ở nhiệt 
độ 30±1oC, hòa tan dịch chiết sắc tố với 10 ml ether dầu hỏa. 
Mẫu được đem đo ở bước sóng 468 nm, sử dụng ether dầu 
hoả làm mẫu đối chứng.

Tính hàm lượng astaxanthin (µg/g) có trong mẫu theo 
C.E. Kelley và cs (1972) [16] như sau:

X = A468 × V × 104/(E1cm% × G)    (2)

trong đó, A468: độ hấp thu của mẫu trong dung môi ether 
dầu hoả ở bước sóng 468 nm; V: thể tích mẫu (ml); 

E1 cm%: độ hấp thu của dung dịch astaxanthin 1% trong ether 
dầu hoả (cuvette 1 cm) (E=2100); G: khối lượng sinh khối R. 
toruloides (g).

2.7. Khảo sát khả năng bắt gốc tự do ABTS+ của 
astaxanthin 

Hoạt động bắt gốc tự do của gốc cation ABTS+ được xác 
định dựa theo phương pháp đã được công bố của R. Re và cs 
(1999) [17] với một số sửa đổi cho phù hợp với điều kiện thí 
nghiệm. Gốc tự do ABTS+ được tạo ra trước bằng cách thêm 
10 ml Kali persulfate 2,45 mM vào 10 ml ABTS+ 7 mM và 
giữ trong 16 giờ ở nhiệt độ 4oC trong điều kiện tối (dung dịch 
stock). Dung dịch ABTS+ được pha loãng trong methanol 
tuyệt đối từ dung dịch stock để đạt độ hấp thu 0,70±0,005 ở 
bước sóng 734 nm. Để xác định hoạt tính bắt gốc tự do, dung 
dịch mẫu 1,5 ml ABTS+ được trộn với các nồng độ mẫu khác 
nhau (0,5 m-, 0-25 μg/m-), hỗn hợp phản ứng được lắc đều và 
giữ trong 6 phút ở nhiệt độ phòng. Độ hấp thu được ghi lại ở 
bước sóng 734 nm và phần trăm ức chế của các mẫu được tính 
như công thức sau:

 5 
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hoạt tính bắt gốc tự do, dung dịch mẫu 1,5 ml ABTS+ được trộn với các nồng độ mẫu 
khác nhau (0,5 m-, 0-25 μg/m-), hỗn hợp phản ứng được lắc đều và giữ trong 6 phút ở 
nhiệt độ phòng. Độ hấp thụ được ghi lại ở bước sóng 734 nm và phần trăm ức chế của các 
mẫu được tính như công thức sau: 

%RSA = Abs control−Abs sample
Abs sample  × 100       (3) 

trong đó, % RSA: phần trăm ức chế; Abs control: độ hấp thu của dung môi và ABTS+ ở 
bước sóng 734 nm; Abs sample: độ hấp thu của dung dịch mẫu và ABTS+ ở bước sóng 
734 nm. Trong đó vitamin E ở dãy nồng độ là 20-100 µg/ml được dùng làm mẫu đối 
chứng. 

2.8. Xử lý thống kê và phân tích dữ liệu 
Trong nghiên cứu này, các số liệu thực nghiệm thực hiện với độ lặp 3 lần và được 

biểu thị bởi độ lệch chuẩn (±SD - Standard deviation). Phần mềm SAS phiên bản 8.2 
(SAS institute, Cary. NC, Mỹ) được sử dụng để phân tích thống kê theo thuật toán 
ANOVA, Duncan test tại giá trị p<0,05. 
3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Tạo chủng nấm men R. toruloides đột biến tăng cường sinh astaxanthin 
bằng benomyl 

Sử dụng tác nhân benomyl ở các nồng độ khác nhau để gây đột biến trên chủng R. 
toruloides hoang dại, tiếp theo nuôi cấy trên môi trường thạch Hansen trong thời gian 7 
ngày điều kiện tránh sáng, để sàng lọc chủng có hàm lượng astaxanthin cao nhất. Sau quá 
trình  xử lý với  đột biến với tác nhân benomyl, các tế bào R. toruloides sẽ thay đổi màu 
sắc khuẩn lạc theo hướng tăng sắc tố (từ hồng cam đến đỏ) hoặc giảm sắc tố (từ hồng cam 
nhạt màu dần đến khuẩn lạc có màu trắng). Khuẩn lạc sau đột biến thu nhận được có hình 
dạng tròn, bề mặt trơn, một số khuẩn lạc có bề mặt nhám, hơi lồi và có hình chóp nón, 
một số khuẩn lạc có rìa bên ngoài màu đỏ nhạt. Sự thay đổi màu sắc của khuẩn lạc cho 
thấy việc xử lý đột biến với tác nhân benomyl có thể làm tăng hoặc giảm tổng 
hợpastaxanthin trong nấm men R. toruloides. Khi nồng độ benomyl tăng đã làm giảm tỷ 
lệ tế bào R. toruloides sống sót. Ở hình 1 kết quả cho thấy, tỷ lệ chủng nấm men R. 
toruloides hoang dại ban đầu sống sót của đã giảm đáng kể khi tăng nồng độ benomyl 
nhưng đồng thời sự tích trữ astaxanthin trong tế bào cũng tăng lên. Kết quả này chỉ ra 

    
  

(3)

trong đó, % RSA: phần trăm ức chế; Abs control: độ hấp thu 
của dung môi và ABTS+ ở bước sóng 734 nm; Abs sample: độ 
hấp thu của dung dịch mẫu và ABTS+ ở bước sóng 734 nm. 
Vitamin E ở dãy nồng độ 20-100 µg/ml được dùng làm mẫu 
đối chứng.

2.8. Xử lý thống kê và phân tích dữ liệu

Trong nghiên cứu này, các số liệu thực nghiệm thực hiện 
với độ lặp 3 lần và được biểu thị bởi độ lệch chuẩn (±SD 
- Standard deviation). Phần mềm SAS phiên bản 8.2 (SAS 
institute, Cary. NC, Mỹ) được sử dụng để phân tích thống kê 
theo thuật toán ANOVA, Duncan test tại giá trị p<0,05.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Tạo chủng nấm men R. toruloides đột biến tăng 
cường sinh astaxanthin bằng benomyl

Sử dụng tác nhân benomyl ở các nồng độ khác nhau để 
gây đột biến trên chủng R. toruloides hoang dại, tiếp theo 
nuôi cấy trên môi trường thạch Hansen trong thời gian 7 
ngày, ở điều kiện tránh sáng, để sàng lọc chủng có hàm lượng 
astaxanthin cao nhất. Sau quá trình xử lý với đột biến với tác 
nhân benomyl, các tế bào R. toruloides sẽ thay đổi màu sắc 
khuẩn lạc theo hướng tăng sắc tố (từ hồng cam đến đỏ) hoặc 
giảm sắc tố (từ hồng cam nhạt màu dần đến khuẩn lạc có màu 
trắng). Khuẩn lạc sau đột biến thu nhận được có hình dạng 
tròn, bề mặt trơn, một số khuẩn lạc có bề mặt nhám, hơi lồi và 
có hình chóp nón, một số khuẩn lạc có rìa bên ngoài màu đỏ 
nhạt. Sự thay đổi màu sắc của khuẩn lạc cho thấy việc xử lý 
đột biến với tác nhân benomyl có thể làm tăng hoặc giảm tổng 
hợp astaxanthin trong nấm men R. toruloides. Khi nồng độ 
benomyl tăng đã làm giảm tỷ lệ tế bào R. toruloides sống sót. 
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Ở hình 1 kết quả cho thấy, tỷ lệ chủng nấm men R. toruloides 
hoang dại ban đầu sống sót đã giảm đáng kể khi tăng nồng 
độ benomyl nhưng đồng thời sự tích trữ astaxanthin trong tế 
bào cũng tăng lên. Kết quả này chỉ ra rằng, việc tăng sản xuất 
astaxanthin giúp tế bào nấm men tăng cường khả năng bảo vệ 
các tế bào chống lại tác nhân gây chết tế bào [18].

Sau khi tiến hành đột biến, 150 khuẩn lạc đột biến đã được 
chọn lọc dựa vào màu sắc từ các đột biến ngẫu nhiên để nuôi 
cấy tăng sinh. Trong đó, tuyển chọn được 18 chủng có khả 
năng tăng cường sản xuất astaxanthin và thể hiện khối lượng 
sinh khối, hàm lượng astaxanthin cao hơn đáng kể so với chủng 
R. toruloides hoang dại (hình 2). Trong 18 chủng đột biến được 
tuyển chọn, chủng B18 ghi nhận hàm lượng astaxanthin cao 
nhất (1138,51±36,80 µg/l) (hình 3). Benomyl là một trong 
những loại thuốc diệt nấm được sử dụng nhiều nhất chống lại 
các loại nấm và nấm gây bệnh [19]. Các nghiên cứu đã chỉ ra 
rằng, benomyl ngăn cản quá trình nguyên phân và giảm phân 
của tế bào từ đó ảnh hưởng đến quá trình sinh sản của tế bào 
nấm và làm giảm mật độ tế bào, ảnh hưởng đến sự sống sót của 
tế bào nghiêm trọng [19]. Kết quả thí nghiệm cho thấy, tế bào 
R. toruloides nhạy cảm với tác nhân benomyl và có khả năng 
tạo ra các chủng nấm men đột biến cho việc thích ứng với các 
stress khi tiếp xúc với benomyl. 
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Hình 2. Các chủng nấm men đột biến bằng benomyl sau 96 giờ nuôi cấy. 
 

 
Hình 3. Màu sắc khuẩn lạc và môi trường nuôi cấy (Hansen lỏng) sau 96 giờ của 
chủng đột biến B18. 

Hàm lượng astaxanthin của chủng B18 cao hơn 3,1 lần so với chủng bố mẹ (chủng 
WT). Một số nghiên cứu cho kết quả tương tự nghiên cứu này là các thí nghiệm trên nấm 
men P. rhodozyma của P. Calo và cs (1995) [20]; S. Barbara (2013) [11]. Hàm lượng 
astaxanthin trong tế bào nấm men P. rhodozyma sau đột biến với benomyl tăng gấp 2 lần 
theo tác giả P. Calo và cs (1995) [20] (từ 357,9 lên 750,2 µg/g) và 1,5 lần theo S. Barbara 
(2013) [11] (từ 0,93 lên 1,51 mg/l). Ngoài benomyl thì NTG (N-methyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine) cũng là hoá chất có khả năng gây đột biến nấm men tăng sinh 
astaxanthin. J.H. Kim (2004) [21] khi gây đột biến nấm men Xanthophyllomyces 
dendrorhous bằng NTG (N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) cũng chọn lọc được 
chủng JH1 có khả năng sinh tổng hợp 4,032 mg astaxanthin/g nấm men khô, gấp 15 lần 
so với chủng hoang dại. 

3.2. Đường cong tăng trưởng và thời điểm thích hợp thu nhận astaxanthin của 
chủng B18 đột biến  
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Hình 3. Màu sắc khuẩn lạc và môi trường nuôi cấy (Hansen lỏng) 
sau 96 giờ của chủng đột biến B18.

Hàm lượng astaxanthin của chủng B18 cao hơn 3,1 lần 
so với chủng bố mẹ (chủng WT). Một số nghiên cứu cho 
kết quả tương tự nghiên cứu này là các thí nghiệm trên nấm 
men P. rhodozyma của P. Calo và cs (1995) [20]; S. Barbara 
(2013) [11]. Hàm lượng astaxanthin trong tế bào nấm men P. 
rhodozyma sau đột biến với benomyl tăng gấp 2 lần theo tác 
giả P. Calo và cs (1995) [20] (từ 357,9 lên 750,2 µg/g) và 1,5 
lần theo S. Barbara (2013) [11] (từ 0,93 lên 1,51 mg/l). Ngoài 
benomyl thì NTG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine) 
cũng là hoá chất có khả năng gây đột biến nấm men tăng sinh 
astaxanthin. J.H. Kim và cs (2004) [21] khi gây đột biến nấm 
men Xanthophyllomyces dendrorhous bằng NTG (N-methyl-
N’-nitro-N-nitrosoguanidine) cũng chọn lọc được chủng JH1 
có khả năng sinh tổng hợp 4,032 mg astaxanthin/g nấm men 
khô, gấp 15 lần so với chủng hoang dại.

3.2. Đường cong tăng trưởng và thời điểm thích hợp thu 
nhận astaxanthin của chủng B18 đột biến 

Trong các chủng được sàng lọc, lựa chọn chủng có khả năng 
sinh astaxanthin cao nhất để xác định đường cong tăng trưởng 
và thời điểm thu nhận thích hợp astaxanthin (hình 4). Pha lag 
kéo dài trong 5 giờ đầu khi bắt đầu nuôi cấy, pha log diễn ra 
trong 33 giờ nuôi cấy sau đó đi vào pha ổn định (cân bằng), pha 
ổn định kéo dài trong vòng 30 giờ và sau 63 giờ nuôi cấy chủng 
B18 bắt đầu vào pha suy vong. Sau khi kết thúc pha log, hàm 
lượng astaxanthin tăng lên rõ rệt, tích luỹ nhiều hơn ở pha ổn 
định và tăng đáng kể vào pha suy vong. Thời điểm tốt nhất để 
thu nhận astaxanthin là vào cuối pha ổn định bắt đầu pha suy 
vong, sau thời gian nuôi cấy là 70 giờ và đạt cực đại sau 96 giờ 
nuôi cấy, thời điểm này sinh khối đạt giá trị cao nhất và sự tích 
lũy astaxanthin cao nhất với hàm lượng là 1138 µg/l.

Hình 1.  Nồng độ benomyl ảnh hưởng đến tỷ lệ tế bào sống sót 
của chủng nấm men R. toruloides VN1.

Hình 4. Đường cong tăng trưởng và thời điểm thu nhận 
astaxanthin của chủng B18.
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Chủng B18 cho thấy khả năng thích ứng nhanh trong môi 
trường nuôi cấy khi chỉ trải qua 5 giờ của pha lag, thời gian 
pha log của các chủng đã đột biến tương đối dài, tạo tiềm 
năng thu nhận được khối lượng sinh khối lớn. Theo kết quả 
này, chủng B18 đã đột biến cũng bắt đầu tích lũy astaxanthin 
từ cuối pha log, tăng nhanh ở pha ổn định (cân bằng) và 
đạt tối đa ở pha suy vong sau 96 giờ nuôi cấy. Astaxanthin 
là nhóm hợp chất trao đổi bậc hai có vai trò làm sạch các 
gốc tự do, chống ôxy hóa tế bào [22]. Do vậy, nấm men chỉ 
tích lũy nhiều astaxanthin khi quần thể tế bào bắt đầu đi vào 
pha ổn định và pha suy tàn, để bảo vệ tế bào tránh khỏi tác 
động từ các gốc tự do, tăng khả năng chống chịu và duy trì 
sự sống cho tế bào khi điều kiện môi trường dần trở nên bất 
lợi. Trong công bố của L.M.C. Matiz và cs (2015) [23] về 
sự sinh trưởng của chủng nấm men X. dendrorhous hoang 
dại và đột biến XR4 cũng cho thấy sự sinh tổng hợp của 
carotenoid bắt đầu từ pha cân bằng, sau đó tăng ở cuối pha 
cân bằng và vào pha suy vong sau khoảng 87 giờ nuôi cấy.

3.3. Khả năng kháng ôxy hóa của astaxanthin thu 
nhận từ chủng B18 đột biến 

Astaxanthin có khả năng kháng ôxy hóa mạnh là do có 
cấu trúc phân tử đặc biệt, bao gồm 1 nhóm hydroxyl -OH 
và 1 nhóm ketone =O trên vòng β-ionone. Trong nghiên 
cứu này, cao chiết thô astaxanthin sau khi tách chiết thu 
nhận được tiến hành đánh giá khả năng kháng ôxy hóa bằng 
phương pháp ABTS. ABTS là gốc tự do tương đối ổn định 
với màu xanh đậm khi hòa tan trong dung môi và màu sắc 
của chúng được hấp thu mạnh ở bước sóng 734 nm. Các 
chất hòa tan trong thử nghiệm ABTS sẽ chuyển thành màu 
xanh nhạt hơn khi chất chống ôxy hóa loại bỏ ABTS về 
dạng ổn định bằng cách cho hydro vào [17].

Bảng 1. Giá trị IC50 của vitamin E và cao chiết thô astaxanthin theo 
phương pháp ABTS.

Giá trị IC50 (µg/ml)

Vitamin E 52,64±0,91

Cao chiết thô astaxanthin 8,531±1,01

Bảng 1 cho thấy, khả năng bắt gốc tự do ABTS của cao 
chiết thô astaxanthin thể hiện khá mạnh mẽ với giá trị IC50 
là 8,531±1,01 (µg/ml), trong khi đó hoạt tính kháng ôxy 
hoá của chất đối chứng là vitamin E, IC50 là 52,64±0,91 
(µg/ml). Theo phương pháp ABTS thì giá trị IC50 của cao 
thô astaxanthin thấp hơn 6,2 lần so với mẫu vitamin E đối 
chứng. Cao chiết astaxanthin thô thu được từ chủng nấm 
men R. toruloides B18 đột biến cũng cho thấy khả năng 
kháng ôxy hóa tốt hơn so với các carotenoid khác [24]. Bằng 
phương pháp ABTS, S. Chintong và cs (2019) [25] nghiên 
cứu khả năng kháng ôxy hoá của dịch chiết astaxanthin từ 
vỏ tôm cho kết quả khả quan với giá trị IC50 là 7,7±0,6 µg/
ml, gần tương đồng như kết quả của nghiên cứu này (IC50 là 
8,531±1,01 (µg/ml). Các tác giả khác đã công bố rằng, trong 

dung dịch astaxanthin thoát ra ở trạng thái cân bằng, phụ 
thuộc vào dung môi, với dạng enol của ketone dẫn đến hệ 
thống polyene liên hợp và ortho-dihydroxyl có một nguyên 
tử hydro có khả năng hoạt động như một tác nhân phá vỡ 
chuỗi phản ứng gốc tự do theo cách tương tự như nhóm 
hydroxyl của vitamin E để giải thích khả năng kháng ôxy 
hóa cao của astaxanthin so với các carotenoid khác [18]. 
Với năng lực kháng ôxy hóa vượt trội cùng với cấu trúc đặc 
biệt đã giúp astaxanthin có thể nằm trong màng tế bào, kết 
quả bắt gốc tự do ABTS+ là tiền đề cho các nghiên cứu liên 
quan đến việc chống lại các tác nhân stress, ôxy hóa lipid, 
protein trên màng tế bào là nguyên nhân gây ra các bệnh 
lão hóa.

4. Kết luận

Kết quả này đã tạo ra các chủng nấm men R. toruloides 
đột biến bằng tác nhân benomyl có khả năng tăng cường sinh 
astaxanthin và các chủng đột biến được sàng lọc thu nhận 
được tích luỹ astaxanthin cao hơn so với chủng nấm men R. 
toruloides ban đầu. Trong 18 chủng được lựa chọn, chủng 
B18 đột biến bằng benomyl cho hàm lượng astaxanthin cao 
nhất (1138,51 µg/l). Thời điểm thu nhận astxanthin thích 
hợp nhất là 96 giờ nuôi cấy, lắc 200 vòng/phút, 30±1oC, tỷ 
lệ giống ban đầu là 5%. Cao chiết astaxanthin thô được tách 
chiết từ chủng B18 đột biến có khả năng dập tắt gốc tự do 
ABTS (IC50=8,531 µg/ml) cao gấp 6,2 lần so với vitamin E. 
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